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RESUMO

/

INTEGRIDADE DA MUCOSA DUODENAL DE CAMUNDONGOS: EFEITOS
DE ESTIMULOS (ACIDEZ, PEPSINA E SAIS BILIARES) E DE AGENTES
PROTETORES TOPICOS

O trato gastrointestinal (TGI), em seus inUmeros aspectos, tem como principal
caracteristica atuagdo no processo de absorcdo de nutrientes, além disso, esse
sistema desempenha o importante papel na funcdo de barreira contra entrada
sistémica de agentes nocivos. No que diz respeito as condi¢bes patolédgicas, a
disfuncdo da barreira intestinal se encontra associada a Dispepsia Funcional (DF),
afetando cerca de 10% até 30% dos individuos no mundo e se fazendo presente em
torno de 40% da populacao brasileira. Com relacdo ao seu ponto originario, dados
prévios apontam com cada vez mais frequéncia que o duodeno se trata de uma
regido-chave subjacente a fisiopatologia da DF. O presente estudo buscou avaliar o
efeito da acidez, pepsina e sais biliares na integridade da mucosa duodenal de
camundongos, assim como investigar possiveis efeitos protetores de tratamentos
tépicos. Para isso, foram utilizadas bidpsias de duodeno de camundongos Swiss
machos (20 a 30g e com o N de 6 por grupo). Com a finalidade de avaliar a
integridade da mucosa duodenal, foi mensurada a resisténcia elétrica transepitelial
(RETE) em Cémaras de Ussing, analisando a alteragdo da RETE frente a exposicao
de solugbes de Krebs &cidas (pH 2; pH 1.75; pH 1.5; pH 1.25; pH 1) no epitélio
duodenal, vindo a ser avaliado também se o dano encontrado foi permanente em pH
de 1.5, observando o tecido em pH de 7.4 por 1 hora apos ser submetido a solugcéo
acidificada. Foi analisado também o efeito da solugéo &cida de pH 1.5 em adicdo de
pepsina, sal biliar TDCA (4cido taurodeoxicllico) e GUDCA (acido
glicoursodeoxicolico). Por fim, avaliou-se o efeito protetor tépico dos compostos
Goma do Angico (GA), Goma do Cajueiro (GC), Alginato e Sucralfato frente a
exposicao da solugdo 4cida ao tecido duodenal. Dessa forma, observou-se efeito
dependente da acidez na queda da RETE duodenal, sendo crescente a medida que
se intensificou a acidez das solucdes utilizadas. A exposicdo prolongada a solucéo
de Krebs acidificada (pH 1.5) ndo causou dano permanente visto que a RETE
duodenal se reestabeleceu quando o tecido foi retomado para seu pH fisiolégico.
Tanto isolados como em juncao, a pepsina e o TDCA néo ocasionaram aumento dos
danos a integridade que ja eram causados pela solucdo &cida (1.5), assim como
também o sal biliar GUDCA néo preveniu a queda da RETE duodenal. Em relacéo

aos dados obtidos dos bioprotetores topicos, observou-se que esses nao



conseguiram prevenir a queda da RETE ocasionada pela acidez (1.5) na mucosa
duodenal. Portanto, sendo necessarios estudos acerca de esclarecer a via da acidez
nos danos relacionados ao epitélio duodenal e assim buscar por novos tratamentos
direcionados as afec¢fes duodenais relacionadas a DF.

Palavras-chave: Duodeno. Acidez. Sal biliar. Dispepsia Funcional.



ABSTRACT

INTEGRITY OF THE DUODENAL MUCOSA OF MICES: EFFECTS OF
STIMULES (ACIDITY, PEPSIN AND BILIARY SALTS) AND TOPICAL
PROTECTIVE AGENTS

The gastrointestinal tract (GT), in its relevant aspects, has as its main characteristic
the action in the process of nutrient absorption, however, in addition, it has the
function of important agents in the barrier against the systemic entry of nutrients. With
regard to pathological conditions, intestinal barrier dysfunction is associated with
Functional Dyspepsia (FD), affecting from 10% to 30% of general population and
being present in around 40% of the Brazilian population. With respect to its point of
origin, data increasingly emerges that the duodenum is a key region underlying its
pathophysiology. The purpose of the project is to assess possible effect of acid,
pepsin and bile salts on the duodenal mucosa present in mice, as well as
investigating the protective effect of treatments. For this, duodenal biopsies from male
Swiss mice (20 to 30g and with a significant N of 6 per group) were used. In order to
evaluate the resistance electrical transepithelial duodenal mucosa was measured the
acids (pH7.4; pH 2; pH 1,75; pH 1,5; pH 1,25; pH 1) in the duodenal epithelium. Was
measured also if the damage that was found at pH 1,5 was becoming permanent .
The made the analyze too the effect of acid (pH 1.5) with the addition to pepsin,
biliary salt TDAC (taurodeoxycholic acid) and GUDAC (Glucoursodeoxycholic Acid).
Finally, it evaluated the topical protective effect of the compounds Alginate, Angico
Gum (AG), Cashew tree Gum (CTG) and Sucralfate in these changes. Thus, the acid-
dependent effect on duodenal RETE was observed, increasing as it intensifies in the
fall of the solution of the solutions used. Prolonged exposure to acid (pH 1,5) does not
make the harm permanent that's because restores it when tissue pH has been
observed to its physiological pH. Both isolated and increased bile acid, as well as
pepsin and TDAC with to acid (pH1,5), do not cause damage to bile acid, as well the
bile salt, did not prevent duodenal RETE from falling. And finally, the acid in the
duodenal mucosa does not prevent the RETE drop with of the recommended
bioprotectors occasionally. Therefore, studies are needed to clarify the acid pathway
in damage related to the duodenal epithelium and thus search for new treatments

aimed at duodenal disorders.

Key words: Duodenum. Acidity. Bile salt. Functional dyspepsia.
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1. INTRODUGAO

O Trato Gastrointestinal (TGl) em seus inumeros aspectos tem como
principal caracteristica a atuagao no processo de absor¢ao de nutrientes, além
disso, esse sistema desempenha o importante papel na fungdo de barreira
contra entrada sistémica de agentes nocivos, sejam microrganismos ou
antigenos provenientes da alimentagdo (MATHEUS, 2016). O mecanismo do
sistema de barreira intestinal depende da interagdo de varios componentes,
estando inclusos o gel mucoso adesivo, a imunoglobulina A, os peptideos
antibacterianos e o complexo proteico da juncdo (SUZUKI, 2020). Tratando-se
de um dos componentes primordiais dessa barreira seletivamente permeavel,
tem-se o epitélio intestinal, que é composto por uma monocamada de células
epiteliais colunares justapostas, que limitam o ambiente luminal do ndo luminal
(MATHEUS, 2016), as acdes da barreira intestinal sdo citadas também por
atuarem por vias transcelular e paracelular (GROSCHWITZ, HOGAN, 2009).

Com relacao a via paracelular, essa se encontra associada ao transporte
de ions, agua e outras moléculas no espago entre as células epiteliais e é
regulada por complexos intercelulares localizados na jungéo apical-lateral da
membrana e ao longo da membrana lateral (PODOLSKY, 1999). O contato
entre as células epiteliais intestinais inclui trés componentes que podem ser
identificados no nivel ultraestrutural: desmossomos, jungdes aderentes (JAs) e
jungdes apertadas/tight junctions (TJds) (GROSCHWITZ, HOGAN, 2009).

Sendo assim, a permeabilidade paracelular é regulada, principalmente,
pelas interagdes entre as regides extracelulares das proteinas
transmembranares de células adjacentes (SUZUKI, 2020), constituidas em
destaque pelas TJs, onde essas possuem o principal determinante da barreira
fisica intestinal, tendo sua estrutura composta por: claudinas (FURUSE et al.,
1998), ocludinas (FURUSE et al., 1993), tricelulinas (IKENOUCHI et al., 2005),
moléculas de ades&o juncional-A (MARTIN-PADURA et al., 1998) e proteinas
de placa intracelular, como zénulas ocludentes (ZO) e cingulinas (CITI et al.,
1988).

A integridade se mantém dependente da regulagdo das TJs, que

possuem uma estrutura dindmica e regulavel, na qual a permeabilidade se



altera por decorréncia de inumeros estimulos, como: nutrientes, sinalizagéo
humoral ou neuronal e/ou mediadores inflamatorios (GROSCHWITZ, HOGAN,
2009). Desse modo, se atribui as TJs importantes fungdes no epitélio do TG,
tanto em condigdes fisioldgicas como patoldgicas.

No que diz respeito aos processos patoldgicos, o desequilibrio da fungéo
de barreira intestinal € um dos principais mecanismos da Dispepsia Funcional
(DF), que sem um fator causador definido, se trata de uma patologia de carater
multifatorial (figura 1). Tratando-se de um disturbio da digestdo, os principais
sintomas da DF sao referidos por acometer ao sistema gastroduodenal, que
sdo plenitude pdés-prandial, saciedade precoce, dor epigastrica e queimagéao
(SAHAN et al., 2018; TALLEY; ALEXANDER, 2015), sendo esses baseados
nos critérios de Roma |V e caracterizados por periodos de abrandamentos e
exacerbagbes (DROSSMAN et al., 2006; DROSSMAN et al., 2016). Esses
sintomas sao responsaveis por classificar um individuo como dispéptico e
estado relacionados ao TGl superior, cujo aparecimento e piora se relacionam a
alimentacao e/ou ao estresse (TALLEY et al., 2006).

O diagnéstico da DF se da apos avaliagdo completa, a partir da obtengao
dos dados clinicos e do teste do esvaziamento gastrico, associado a
endoscopia digestiva sem demonstrar lesdes no estbmago ou duodeno que
possam ser responsaveis pelos sintomas (MAHADEVA; GOH, 2006).

Com relagao ao aparecimento dos sintomas, cerca de 80% dos individuos
dispépticos ndo apresentam alteragdo estrutural, ou seja, nenhuma outra
complicagado para o surgimento dos sintomas da DF. Estudos mostram que os
principais fatores de riscos envolvidos no desenvolvimento de DF sao
comorbidade psicoldgica, gastroenterite aguda, sexo feminino, tabagismo, uso
de anti-inflamatoérios nao esteroidais e infeccao por Helicobacter pylori (H.
pylori) (FORD et al., 2020).

Com relacdo a epidemiologia, a DF é um dos transtornos
gastroduodenais que afeta comumente a populacdo geral, cerca de 10-30% no
mundo (MAHADEVA; GOH, 2006), porém ndo apresenta risco de vida para os
pacientes, mas causa impacto significativo na qualidade de vida (EL-SERAG,
TALLEY, 2003; MONES et al., 2002). Além disso, 0os gastos com servi¢cos de

saude, diagnéstico e tratamento dos sintomas da DF representam expressivos



encargos financeiros para a sociedade (MOAYYEDI; MASON, 2002; HAYCOX
et al.,, 1999). Nesse sentido, torna-se necessario encontrar estratégias de
elucidacdo da fisiopatologia da DF, a fim de encontrar melhores e mais
eficazes estratégias de tratamento que reduzam o0s encargos clinicos e os

custos econdmicos.

Figura 1 — Principais fatores envolvidos na Dispepsia Funcional

_________________
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Fonte: autor da pesquisa.

Na DF se tem como principais fatores envolvidos na inducédo de danos na
barreira do tecido intestinal a acidez, a bile, a microbiota e os antigenos
alimentares. Tais fatores sdo responsaveis por ocasionar o dano e,
consequentemente, acarretar o desenvolvimento de sintomas caracteristicos
de pacientes dispépticos (GROSCHWITZ, HOGAN, 2009; MATHEUS, 2016).

Com base nisso, reduzidas sdo as opcdes de tratamento com eficacia
estabelecida, devido a inumeros desafios como falta de fisiopatologia definida e
de desfechos validados. Na pratica clinica, o que se é aplicado constantemente
sdo os usos de medicamentos off-label (uso de um medicamento que nao é
indicado para aquela patologia com o intuito de reduzir a sintomatologia).

Os principais farmacos utilizados como terapia para DF sao: os Inibidores
de Bombas de Prétons (IBPs), responsaveis pela inibicdo da H+/K+ ATPase,
impedindo a secregcdo de acidos estomacais; o Alginato, um polissacarideo

natural, que forma uma barreira de acido alginico no estdbmago fornecendo um



efeito acido-neutralizante (ROHOF et al., 2013); e o Sucralfato, que age de
forma eficaz na protecdo da mucosa gastroduodenal ao formar um biofilme
protetor sob o tecido gastrica, realiza adsor¢cao de pepsina e acidos biliares e
estimula a secrecdo de bicarbonato e muco (SZABO, HOLLANDER, 1989).
Contudo, pelo fato de ndo serem farmacos direcionados para a DF, se faz
necessario estudos acerca de alternativas terapéuticas que possam abranger
diretamente essa afecgao.

Devido a isso, a busca por produtos naturais que venham a reverter
danos de patologias que acometem o TGl se encontram em constante
ascendéncia, por demonstrarem poucos efeitos adversos e resultados
promissores. Dentre esses se tem a Goma do Cajueiro (GC), um polimero
natural e versatil biomaterial que demonstrou resultados positivos em
pesquisas. Esse heteropolissacarideo natural é proveniente da resina do
cajueiro (Anacardium occidentale L.) apds sutis incisées em seu caule (KUMAR
et al., 2012), na qual apresentou propriedades imunomoduladora em
macrofagos; protecdo em Ulceras gastroduodenais induzidas por AINEs em
modelo experimental; efeito protetor do tecido esofagico em modelo de doenca
do refluxo; éxito na cicatrizacao de ferimentos; perfil anti-inflamatério na doenca
periodontal experimental em ratos; eficacia como protetor topico em laringes de
camundongos; e efeito adesivo em superficies inertes (LIMA et al., 2002;
NICOLAU, 2018; MOREIRA et al., 2015; YAMASSAKI et al., 2015; CARVALHO
et al., 2015; LEITE et al., 2017; FIGUEIREDO et al., 2017; SOUZA FILHO et
al., 2018).

Outro produto natural que vem ganhando espac¢o no cenario cientifico €
a Goma do Angico (GA), proveniente da arvore cientificamente conhecida como
Anadenanthera colubrina, considerada rica em bioativos e de multiplas
aplicagbes e propriedades bioldgicas. A GA se encontra em destaque pelas
suas agdes bioquimicas (WIJESEKARA et al., 2011), na industria farmacéutica
como matéria prima em formulagbes farmacéuticas e vacinas (BONTEN et al.,
2015), por possuir importancia nutricional (SIMPSON, CAMPBELL, 2015), além
de agdes farmacoldégicas, inclusive no TGl (ALMEIDA et al., 1995; ILLURI et al.,
2015). Outros pontos positivos da GA séo seus efeitos relacionados com

respostas imunomodulatérias no suporte ao tratamento antineoplasico, bem



como na atividade antioxidante in vitro e in vivo (MORETAO et al., 2003) e seus
efeitos anti-inflamatérios e antinociceptivos em modelo animal de inflamagéo
aguda (SANTOS et al., 2013) e cicatrizagao de ferida (PESSOA et al., 2012).
Em vista disso, com base nas limitacGes dos tratamentos tdpicos atuais
e na complexidade dos aspectos fisiopatologicos acerca do conhecimento da
DF relacionada ao duodeno, o presente estudo tem como objetivo avaliar o
efeito da acidez, pepsina e sais biliares na integridade da mucosa duodenal de

camundongos e investigar os efeitos protetores de tratamentos tépicos.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos funcionais do Trato Gastrointestinal: o Duodeno

O TGl é composto, principalmente, por es6fago, estdbmago, intestino
delgado e intestino grosso. Passado o processo de degluticdo, em oérgdos
precedentes, no estbmago que se ocorre a digestdo das proteinas do conteudo
alimentar, na qual secregcbes sao adicionadas formando o quimo
(SILVERTHORN, 2010) com o auxilio de células secretoras epiteliais e 6rgaos
glandulares acessorios (glandulas salivares, vesicula biliar e péancreas)
(CRISTO, COOPER DOCKERY, 2016).

Durante o processo digestivo, as glandulas oxinticas (formadoras de
acido) fazem parte da mucosa gastrica e secretam acido cloridrico (HCI),
pepsinogénio, fator intrinseco e muco. As glandulas oxinticas tipicas sé&o
compostas por trés tipos de células: células mucosas, células pépticas e
células parietais (que secretam HCI e o fator intrinseco) (GUYTON; HALL,
2017). Secretada pelas células pépticas, o pepsinogénio nao tem atividade
digestiva e assim que entra em contato com o HCI, é clivado para formar
pepsina ativa. Além disso, o HCI quebra as moléculas proteicas e expde as
ligagdes quimicas entre os aminoacidos, que consequentemente sdo cortadas
pela pepsina (CRISTO, COOPER DOCKERY, 2016). A pepsina € uma protease
acida com atividade maxima entre os pH 1.9 e 3.6, observando-se ainda uma
atividade mensuravel até o pH 6 (JOHNSTON et al., 2007a) e apesar de inativa
em pH acima de 6.5, a literatura demonstra que, sob 37 °C, a pepsina pode
permanecer estavel em pH 7 por mais de 24 horas, tendo sua atividade
proxima a 80% da original, quando reacidificada. Em junc¢ao, o HCI e a pepsina
sdo de suma importdncia para a digestdo das proteinas no estdbmago
(GUYTON; HALL, 2017).

De grande relevancia, seguindo com o processo de digestédo, posterior ao
estbmago, encontra-se o intestino delgado, que se subdivide nas porcdes
duodeno (25cm), jejuno e ileo (juntos cerca de 260 cm de comprimento) no
homem. Principalmente no duodeno e na porgao inicial do jejuno que se é dado
o prosseguimento da digestdo, no qual ocorre pela acido conjunta de enzimas

intestinais e componentes das secrecdes salivares, gastricas, pancreaticas e



biliares. O conteudo desses 6érgdos adentra o duodeno sendo controlados pelo
esfincter hepactopancreatico/esfincter de Oddi e desse modo ocorre o controle
para que o liquido pancreatico e a bile somente entrem no intestino delgado
nos periodos necessarios, como durante uma refeigao (SILVERTHORN, 2010).

Dessa forma, se evidéncia o duodeno, o ponto de entrada entre o
estbmago e intestino, local onde se recebe o quimo que é envolvido a bile
advinda da vesicula biliar e anteriormente figado. Apdés a unido desses
compostos, pelo fato do quimo ser proveniente do estémago, ocorre alteragéo
do pH ao chegar no duodeno e enzimas digestivas s&o ativadas (MOORE,
DALLEY, AGUR, 2014). O duodeno compde a primeira por¢gdo do intestino
delgado, tem seu comego no piloro do estémago e fim na jungdo duodeno-
jejunal, com funcao atrelada ao transporte, digestdo e absor¢cado de nutrientes
(RODRIGUES, MENIN, 2008).

Tratando-se da arquitetura duodenal, esse é possuidor de multiplas
vilosidades formadas por epitélio e um eixo de tecido conjuntivo frouxo
(mucosa), revestidas por um epitélio simples cilindrico. As principais células
componentes envolvidas na formacdo do duodeno sdo: células absortivas ou
enterdcitos, que sao responsaveis pela absor¢cao nutritiva; células caliciformes,
secretoras de glicoproteinas que lubrificam e umidificam a superficie da
mucosa; células enteroenddécrinas; e células de Paneth (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2013).

Fisiologicamente, a mucosa gastrica se encontra com seu sistema
imunoloégico em homeostase, até mesmo em processo digestivo, e assim
possui perfil microbiano limitado. Ao ocorrer perturbagdes no equilibrio da
mucosa devido a inflamagcdo duodenal, se ativa o sistema imunolégico
alterando o perfil microbiano o que pode acarretar disturbios, como a Dispepsia
Funcional (DF) (WALKER, TALLEY, 2017).

Desse modo, quando alterado a mucosa intestinal sob condigbes
patolégicas, levando a um quadro de inflamagcdo no intestino que pode
provocar alteragdes estruturais expressivas, como infiltracdo de
polimorfonucleares (NUSRAT et al., 1997), desequilibrio de agentes oxidantes
e antioxidantes e a liberacao de citocinas pro-inflamatérias (BARBOZA, 1999).

E assim, essas alteragdes trazem dano sob o complexo proteico da juncéo, que



acarreta prejuizo na fungéo de barreira, promove aumento de permeabilidade e
dificulta a absorcdo de nutrientes, aspectos de suma importancia no

desenvolvimento de patologias (SEIDLER et al., 2006).

2.2 Dispepsia Funcional

A DF é uma das alteragdes resultantes da disfuncdo de barreira intestinal
(MATHEUS, 2016), no que diz respeito ao seu ponto originario, os dados
emergentes apontam com cada vez mais frequéncia que o duodeno se trata de
uma regido-chave subjacente a sua fisiopatologia, ja que esse desempenha um
papel importante no controle e coordenagdo da funcdo gastroduodenal
(WAUTERS et al., 2019).

Com relagao aos dados epidemiologicos da DF, sua incidéncia é de 3 a
5% por ano e afeta cerca de 10 a 30% dos individuos no mundo, se fazendo
presente em torno de 40% da populagao brasileira (MAHADEVA, GOH, 2006),
que apresenta sintomas dispépticos definidos pelo critério de ROMA 1V, e
assim, sendo um dos disturbios gastrointestinais mais prevalentes (KOMORI et
al., 2009).

Referente a sintomatologia, a literatura descreve como principais:
plenitude pdés-prandial, saciedade precoce, dor epigastrica e queimagéo. Se
subdividindo em sindromes, onde os critérios de ROMA IV as classificam em
dois subgrupos, a sindrome da dor epigastrica incbmoda ou queimacédo
epigastrica (SDE) e a sindrome do desconforto pds-prandial (SDP), sendo
apresentadas nos ultimos 3 meses e com inicio 6 meses antes do diagnostico
(WALKER, TALLEY, 2017). Valendo ressaltar que para caracterizar tal patologia
se necessita da apresentacédo de sintomas dispépticos na auséncia de doencga
organica, sistémica ou metabdlica subjacente que venha a justificar tais
sintomas (VANHEEL et al., 2020).

Tratando-se da origem dos mecanismos que justifiquem o surgimento dos
sintomas da DF, no que diz respeito a SDP, hipoteses acreditam que os
sintomas envolvidos com a sindrome se originam da disfungédo motora gastrica,
incluindo acomodagao gastrica prejudicada, o que acarreta redistribuicao distal
de uma refeicédo e, consequentemente, sobrecarga antral. Essa inibicao parcial
da acomodacgao gastrica pode piorar os sintomas. Com relagado ao retardo do



esvaziamento gastrico, indica-se que esse também esteja implicado na
ocorréncia de principalmente nauseas, vbmitos e plenitude pds-prandial.
Porém, a literatura evidencia que a associagao entre a taxa de esvaziamento
gastrico e os sintomas é inconsistente. Ja a dor epigastrica, tem a sua
associagao a hipersensibilidade mecénica do estdmago que também se
relaciona as sensag¢des nao dolorosas, como plenitude pds-prandial, inchaco e
eructagao (FORD et al., 2020).

Ao se analisar o papel da hipersensibilidade, observou-se que tanto o
aumento da sensibilidade ao acido exégeno e endégeno no duodeno quanto a
diminuicao da depuracao do acido foram associados a nausea. Com énfase no
acido exdégeno no duodeno, por mais que em quantidades maiores do que as
produzidas fisiologicamente, ocasiona diminuicao do limiar de desconforto a
distensdo estomacal e inibe a acomodacdo gastrica em resposta a uma
refeicdo. Além disso, tendo em vista o receptor vanildide de potencial
transitério tipo 1 (TRPV1), outra analise mostrou que esse ¢é ativado
seletivamente pela capsaicina induzindo a liberagdo de neuropeptideos, como
peptideo relacionado ao gene da calcitonina - 1 (CGRP-1) e substancia P, e
assim aumentando a sensibilidade visceral e sintomas, incluindo a dor
abdominal e nausea (HAMMER; VOGELSANG, 2007).

Dessa forma, pelo fato de a DF ser uma patologia que se comporta de
modo heterogéneo, essa é possuidora de padroes sintomaticos decorrentes da
associagao de varios disturbios fisiopatolégicos e se caracteriza pela presenga
de um ou mais sintomas originarios da regido gastroduodenal (STANGHELLINI
et al., 2016).

No que diz respeito a integridade duodenal em pacientes dispépticos, a
literatura ja evidencia um diferencial na fungdo da barreira intestinal
prejudicada, onde essa estd associada no inicio e na persisténcia da DF,
induzindo inflamagao de baixo grau. Individuos com DF apresentam também
diminuigéo de resisténcia transepitelial (RETE) e aumento de permeabilidade
na mucosa duodenal (BEECKMANS et al., 2020), associando-se a expressao
alterada de proteinas de adesao celular (TJs, JAs e desmossomos) (VANHEEL
etal., 2013).
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Descobertas recentes mostraram diminuicdo de expressao de Ocludina e
Z0-1, onde essas TJs estdo implicadas na regulacdo da fenda de passagem
na DF, sendo essa uma rota de baixa capacidade sem seletividade de carga e
que permite a passagem limitada de moléculas maiores (SHEN et al., 2011).
Assim, defeitos nessa via podem facilitar a passagem de antigenos dietéticos e
produtos bacterianos através da barreira epitelial, por meio da qual eles podem
entrar no proprio tecido e possivelmente induzir alteragdes inflamatdrias
(VANHEEL et al., 2013).

2.3 Agentes envolvidos na dispepsia funcional

Com relacdo a integridade da mucosa duodenal em pacientes
dispépticos, sdo incluidos como principais fatores indutores de defeitos na
barreira intestinal: acidez, bile, microbiota e antigenos alimentares (WAUTERS
etal., 2019).

2.3.1 Acidez no epitélio duodenal

Fisiologicamente, as secre¢gbes do intestino delgado tém seu pH
variavel entre 7.5 a 8. Com relacdo ao mecanismo de secrecido acida, esse
ocorre por meio das células parietais nas glandulas gastricas, que secretam o
HCI no lumen do estdmago. Com uma secre¢cao média de até 3 litros por dia, o
pH luminal gastrico € tdo baixo que pode chegar a 1, porém o pH
citoplasmatico das células parietais se encontra em torno de 7.4, pelo fato de
as células bombearem H* (hidrogénio) contra o gradiente de concentragéo
tornando-o 1,5 milhdo de vezes mais concentrado no lumen. Quando presente
no lumen estomacal, o HCI| causa a liberagdo e a ativagdo da pepsina;
desencadeia a liberagdo de somatostatina pelas células D; desnatura proteinas
por quebrar as ligagbes dissulfeto e de hidrogénio, que mantém a estrutura
terciaria da proteina; podem deixar as ligacdes peptidicas entre os aminoacidos
das cadeias proteicas desnoveladas mais acessiveis a digestao pela pepsina;
ajuda a destruir bactérias e microrganismos ingeridos; e inativa a amilase
salivar, cessando a digestao de carboidratos (SILVERTHORN, 2010).

Quando o HCI passa a ser secretado no lumen, o diéxido de carbono

(CO,) e hidroxila (OH) da agua é absorvido para o sangue formando o
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bicarbonato (HCOs-). A agdo tamponante do bicarbonato torna o sangue menos
acido ao deixar o estbmago, criando uma maré alcalina de pH préximo a 7,
mesmo quando o pH luminal é bastante acido (aproximadamente 2). O figado,
pancreas e intestino produzem cerca de 3 litros de secregbes diariamente,
necessarias para digerir componentes nutricionais, dentre essas secre¢des se
tem o HCOs-, que vai para dentro do intestino delgado e neutraliza o quimo.
Grande parte desse HCOa3- é advindo do pancreas, com uma pequena porgao
secretada por células duodenais, e se libera em resposta a estimulos neurais e
a secretina. Quando secretado para o duodeno o HCO3- neutraliza o acido
proveniente do estbmago, no qual para sua produgao se requer altos niveis da
enzima anidrase carbénica (SILVERTHORN, 2010).

Casos de hiperacidez podem ocorrer por falha na barreira muco-
bicarbonato ou por secregdes excessivas de gastrina (Sindrome de Zollinger-
Ellison). Por conta da hiperacidez estomacal, a acidez no estdbmago tem os
mecanismos protetores superados e assim se ocorre ulcera péptica. Nessa
problematica, o HCI e a pepsina destroem a mucosa, estendendo os danos
para a regido interna da submucosa e muscular do estdbmago e duodeno
(SILVERTHORN, 2010).

Embora nenhuma associacdo causal da dispepsia com os sintomas
tenha sido demonstrada de forma convincente, teorias envolvendo os danos do
epitélio com a acidez sdo cada vez mais frequentes (VANHEEL et al., 2020).
De tal modo, a integridade da mucosa duodenal prejudicada, uma
hiperpermeabilidade, e a inflamagédo duodenal de baixo grau se associam com
sinalizagdo neuronal alterada e a ativagdo imune sistémica. Desse modo,
essas alteragcbes podem, em dultima instancia, levar a sintomas dispépticos
(VANHEEL et al., 2013).

Tendo em vista a acidez como fator causador da diminuicdo da
integridade da mucosa, a literatura ja retifica tal acometimento em 6rgaos
adjacentes, como no eséfago e laringe, que foram analisados por meio
pesquisas em modelo animal (FARRE et al., 2008; GHATAK et al., 2016;
PARDON et al., 2016; BORSARO,2017). No que se refere a RETE laringea,
analisou-se uma queda dependente de pH fracamente acido (pH 5) e que
persistiu ao se associar com pepsina e sal biliar (BORSARO, 2017), valendo
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ressaltar que a ocorréncia de tal acometimento se mostrou independente da
presenca de pepsina; sendo a permeabilidade também vista como outro fator
de andlise de integridade, essa se apresentou aumentada quando o tecido foi
exposto ao pH 5 em juncgéo ao acido biliar (BORSARO, 2017). Tratando-se do
es6fago, inumeros sédo os estudos que abordam alteragbes na barreira do
epitélio em decorréncia de componentes presentes no refluxato (conteudo
estomacal acido que retorna para o es6fago), que assim ocasionam alteragcéo
na RETE, permeabilidade e indugcdo de alargamento do espaco intercelular
(FARRE et al, 2008). Por tais achados se confirmou, por meio de
mimetizagdes de episddios de refluxo gastroesofagico, que o principal fator
causador do aumento dessa permeabilidade paracelular é a alteragdo na
conformidade das TJs, podendo esses estarem associados a exposicdo de
solucBes acidas e aos sais biliares (FARRE, et al. 2008; GHATAK et al., 2016;
PARDON et al., 2016; BORSARO,2017).

2.3.2 Sais biliares

Os sais biliares séo os principais componentes organicos encontrados
na bile, sintetizados nos hepatécitos (células do figado) e armazenados na
vesicula biliar. Sdo responsaveis por permitir a excre¢cdo do colesterol e de
compostos toxicos, como a bilirrubina e o0s metabdlitos vindos de
medicamentos. O duodeno, a primeira porcdo do intestino delgado, é o local
onde os sais biliares sdo secretados e em seguida sdo reabsorvidos pelo
figado, onde séo reutilizados (MCDONALD et al., 2010).

Em humanos, os acidos primarios sdo o acido célico (CA) e o acido
quenodesoxicolico (CDCA), que se conjugam preferencialmente com glicina e
taurina apdés a sintese para se tornarem sais biliares. A taurina € um
aminoacido sulfurado produzido a partir da cisteina, que, dessa forma, €&
provedor da metionina. Pela sua estrutura, a taurina ndo pode ser incorporada
a peptideos ou proteinas, permanecendo livre até que seja ligada aos acidos
biliares (HAYES, 1982). Quando conjugados com taurina e com glicina, origina-
se 0S acidos biliares conjugados taurocoélico/glicocolico e
tauroquenocolico/glicoquenocolico, em decorréncia da conjugacdo ocorre a

reducdo do pKa (constante de dissociacao acida), para aproximadamente 4, o
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que os mantém nas suas formas ionizadas em pH intestinal (LIEBERMAN,
MARKS, 2013). Dessa forma, os sais aumentam sua solubilidade aquosa e
podem atingir altas concentracfes luminais, facilitando a digestdo e absorcao
dos lipidios da dieta (LIEBERMAN, MARKS, 2013).

Quando conjugados, os sais biliares sdo secretados na bile e
permanecem armazenados na vesicula biliar, até a liberacdo na primeira
porcdo do intestino delgado (NELSON, COUTO, 2006). Essa liberacdo, no
limen intestinal, se d& por meio do estimulo do horménio colecistoquinina
(GUYTON; HALL, 2017). A liberacdo da bile ocorre de maneira necessaria
apos a alimentacdo e durante os periodos de jejum, o ducto biliar comum
permanece fechado por meio de um esfincter de musculatura lisa, que é
responsavel pelo controle do ducto (SAMUELSON, 2007).

Uma vez no lumen, a microbiota intestinal metaboliza os acidos biliares
primarios em acidos biliares secundarios por meio de desidroxilagido e
desconjugacdo dos acidos biliares. A metabolizagdo ocorre por meio das
hidrolases de sais biliares expressas pela microbiota, que apresentam alta
afinidade pelos acidos biliares conjugados com glicina. Ja os acidos biliares
nao conjugados e nao carregados, passam para O jejuno para serem
reabsorvidos passivamente pelo epitélio, enquanto os acidos biliares
conjugados sao reabsorvidos ativamente no ileo através do transportador
apical de acido biliar dependente de sédio (ASBT) e quaisquer acidos biliares
restantes sdo metabolizados pela microbiota colénica e reabsorvidos. No
demais, grande parte dos acidos biliares que entram no intestino s&o
reabsorvidos e cerca de 5% sao excretados pelas fezes (NELSON, COUTO,
2006).

Grande parte dos acidos biliares sao conjugados (cerca de 98%) com
glicina ou taurina, ja em sua forma livre, correspondem a menos de 2% e estao
presentes no lumen intestinal (McQUAID et al., 2011). Com base nisso, de
acordo com a literatura, sabe-se que os efeitos citotoxicos dos acidos biliares
se relacionam a sua hidrofobicidade (BEECKMANS et al., 2020) e pacientes
que utilizam de farmacos interferentes no pH estomacal, como IBPs, tendem a

alterar e apresentar pH gastrico fracamente &cido, favorecendo assim a
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desconjugacéo dos acidos e, por consequéncia, aumento de sua presenga em
forma livre (THEISEN et al., 2000).

2.4 Tratamentos para a Dispepsia Funcional

No que diz respeito a terapéutica, com relacdo as mudancgas no estilo de
vida, por mais que alguns alimentos estejam implicados no desenvolver dos
sintomas de DF, poucas evidéncias existem para sugerir que mudancas em
prol de melhores habitos ou exercicios levem a melhora dos sintomas, sendo
escassos 0s ensaios existentes relacionando a DF com sua melhoria por meio
de manipulacao dietética. Dessa forma, a terapia medicamentosa € a base do
tratamento, embora a maioria das intervengdes tém eficacia modesta e
nenhuma comprovadamente altera o curso da DF a longo prazo (FORD et al.,
2020).

Reduzidas sdo as opcdes de tratamento com eficacia estabelecida,
devido a inumeros desafios como nao ter uma fisiopatologia definida e falta de
desfechos validados. Na pratica clinica, o que se é aplicado constantemente
sdo os usos de medicamentos off-label (uso de um medicamento que nao é
indicado para aquela patologia com o intuito de reduzir a sintomatologia).
Porém os IBPs s&o considerados a terapia inicial mais eficaz, especialmente
para SDE. Ja em SDP, com o intuito de acelerar o esvaziamento gastrico,
recomenda-se a utilizacdo de procinéticos (VANDENBERGHE, 2020). Com
base na literatura, atualmente no tratamento da dispepsia se atribui eficacia
significativa ao uso de IBPs e outros compostos envolvidos na terapia
supressora de acido/antiacidos (VANDENBERGHE, 2020).

2.41 Alginato

Tratando-se de supressores de 4&acidos, tem-se o alginato, um
polissacarideo natural que possui em sua composi¢ao bicarbonato de sddio
que reage com o acido gastrico e forma uma barreira de acido alginico no
estdmago, com o potencial de agir sob os sintomas pos-prandiais, devido a sua
agao no estdbmago proximal, fornece um efeito acido-neutralizante (ROHOF et
al., 2013).
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Quando ingerido, o alginato tem agao rapida formando um precipitado
viscoso no conteudo estomacal, semelhante a um gel de baixa densidade que
flutua no topo do estbmago, neutralizando o conteudo de 4&cido e
proporcionando uma barreira fisica ao refluxo que é retida durante o
esvaziamento gastrico (KWIATEK et al., 2011).

Esse farmaco tem como vantagens atrativas seguranga, abundancia,
custo relativamente baixo e biodegradabilidade (SANCHEZ-BALLESTER,
2021). Os alginatos sao polissacarideos hidrofilicos compostos por copolimeros
lineares, contendo em sua composi¢cado acido B-D-manurénico e a-L glurbnico
ligados (LEE, MOONEY, 2012). Esses polimeros anidnicos sdo extraidos
principalmente de algas marrons, como Ascophyllum, Durvillaea, Ecklonia,
Laminaria, Lessonia, Macrocystis e Saccharina (ANDRIAMANANTOANINA,
RINAUDO, 2010A, 2010B; VAUCHEL et al., 2009; GOMEZ, PEREZ, LOZANO,
RINAUDO, VILLAR, 2009; PETEIRO, 2017); e também podem ser extraidos de

fontes bacterianas (por exemplo, Azotobacter vinelandii).

2.4.2 Sucralfato

Um tratamento frequentemente utilizado na DF é o Sucralfato, dado
como um dos primeiros compostos clinicamente util e de carater citoprotetor.
Tratando-se de um agente nao sistémico e eficaz na protecdo da mucosa
gastroduodenal contra lesbes, seus mecanismos envolvidos no éxito das agdes
protetoras e terapéuticas sdo: adsorcdo de pepsina e acidos biliares;
estimulacdo da secrecdo de HCOs3- e muco; e estimulagdo da sintese
endégena de prostaglandinas. O Sucralfato compete com as pepsinas pelos
seus substratos, tem capacidade moderada de adsorver acidos biliares e foi
pensado para formar uma barreira fisica e prevenir fatores agressivos de
produzir mais danos as areas ulceradas no estébmago e duodeno (SZABO,
HOLLANDER, 1989). Em estudos clinicos e experimentais, esse composto
estimulou a sintese enddgena e a liberacdo de prostaglandina e inibiu a
liberacdo de tromboxano. No que diz respeito a integridade da mucosa, o
sucralfato tem carater protetor na integridade vascular e na zona proliferativa.
Nao estando estruturalmente relacionado com prostaglandinas ou antiacidos e

também ndo estando claramente relacionado com os antagonistas do receptor
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Hz, o sucralfato é relativamente insoluvel em solugdes aquosas, liga-se
facilmente a areas mucosas normais e anormais no estdbmago e duodeno e é
promotor de potente atividade citoprotetora. Sendo, com base nisso, o farmaco

aplicada a teoria popularmente como “BandAid” (Hollander e Tarnawski, 1990).

2.5 Biopolimeros e a protecao epitelial

O uso de produtos naturais nas pesquisas se mostram cada vez mais
frequentes, tendo esses sido fonte para buscas de novas abordagens
terapéuticas em patologias que acometem TGl e também nas procuras por
drogas que venham a proteger contra danos na integridade tecidual do sistema
gastrointestinal (SALEHI et al., 2016). Dessa forma, as pesquisas por novos
compostos que causam protecao da queda de integridade tecidual em laringe e
esb6fagos de camundongos se encontra em constante ascendéncia (SALES,
2018; NICOLAU, 2018; CARMO NETO, 2020; BINGANA, 2020), podendo
assim tais estudos serem também contribuintes para a busca de alvos
terapéuticos para afecgdes duodenais.

Com base nisso, nosso grupo de pesquisa tem estudado a agdo de
bioprotetores tdpicos (figura 2), dessa forma ao se analisar o efeito de protecéo
do polissacarideo sulfatado da alga Gracilaria caudata, em es6fago humano de
pacientes com Doenca do Refluxo Gastresofagico (DRGE), a aplicagao tépica
de tal composto preveniu alteragdes na mucosa de bidpsias de pacientes sem
erosao (SALES 2018).

Tratando-se de outra substédncia, a Goma do Cajueiro (GC), um
polissacarideo derivado da arvore Anacardium occidentale L., quando avaliado
seu efeito sob aplicacao tépica a 5% em biopsias de esbéfago humano
(desafiadas com solugdo acida, em associagdo com pepsina e acido biliar),
percebeu-se a ocorréncia de efeito protetor contra queda de RETE (DE LIMA et
al., 2016); em laringes de camundongos, tal composto se mostrou também
preventivo da queda de RETE e aumento de permeabilidade apds submetidas
a solucdoes fracamente acidas associadas a acidos biliares presentes
(BORSARO, 2017); ja em outro estudo, tanto experimental como também pré-
clinico, testando GC (5% e 10%) em eséfago, foi-se demonstrado o potencial
efeito protetor contra exposicdo a componentes de refluxato (NICOLAU, 2018).
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Outra Goma também utilizada, obtida da casca da Anadenanthera
colubrina, um biopolimero da Goma do Angico (GA) evidenciou de mesmo
modo seu potencial protetor na mucosa laringea e esofagica de camundongos,
onde no presente delineamento se avaliou GA (10%) demonstrando, com base
nos parémetros funcionais, efeito protetor (CARMO NETO, 2020); em uma
exploragdo posterior, de carater pré-clinico, evidenciou que a GA (10%),
quando aplicada em bidpsias de pacientes possuidores de DRGE de carater
erosivo e nao erosivo, possuiu efeito tépico in vitro quando submetidas a
conteudo acido em jungdo com solugdo de pH 2,0 contendo pepsina e acido
taurodeoxicolico — TDCA (BINGANA, 2020).

Figura 2 - Linha cronolégica do uso de produtos naturais em patologias que acometem o Trato
Gastrointestinal.

2016 2017 2018 2018 2020 2020
eE—C o&—@&—0o—
V V N\
LIMA et al BORSARO SALES NICOLAU CARMO NETO BINGANA

Potencial efeito protetor em Resultados otimistas em Efeito protetor topico
esofago contra exposigio a orgios adjacentes como: in vitro de biopsias de
em biopsias escfa‘g{cas em laringes de can‘.undonsos pacientes com DRGE sem componentes de refluxato potencial plx?_tewy' na pa.cientes c‘e FJRGE
desafiadas com acido, submetidas a2 solugdes erosio. em modelo experimenta e mucosa laringea € erosiva € niao erosiva,
associado a pepsinae TDCA. fracamente  dcidas  com também pré-clinico, testando esofigica de  quando submetidas a
icidos biliares presentes Goma do Cajueiro camundongos dcido (pH 2.0 em juncio
com pepsinae TDCA.

Prevengio da queda de Preveniu queda de RETE e
RETE quando aplicada a 5% aumento de permeabilidade

Preveniu  alteragdes na
mucosa em biopsias de

Fonte: autor da pesquisa.

Dessa forma, com base na literatura, a DF n&o apresenta riscos para a
vida dos pacientes, entretanto seu impacto na qualidade de vida dos individuos
acometidos se mostra bastante significativo. Valendo ressaltar os custos no
percorrer do processo de diagndstico e tratamento das sintomaticas da DF,
sendo esses representantes de expressivos encargos financeiros para a
sociedade (EL-SERAG; TALLEY, 2002; MONES et al., 2002). Apesar dos
grandes avangos na pesquisa acerca da DF, a complexidade de seus aspectos
fisiopatoldégicos ainda ndo é totalmente compreendida. Dessa forma, o
conhecimento da fisiopatologia e provaveis fatores que venham a estar
estreitamente envolvidos é de fundamental importancia, pois podem contribuir
para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Nesse sentido, a
literatura existente ndo demonstra o causador especifico da DF e de tal modo,

o presente estudo se faz de suma importancia para melhor elucidacdo dos
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mecanismos envolvidos e descoberta de novos alvos terapéuticos, analisando

o papel do tratamento in vitro.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da acidez, pepsina e sais biliares na integridade da

mucosa duodenal de camundongos, assim como investigar possivel efeito

protetor de tratamentos topicos.

3.2 Objetivos Especificos

Comparar a RETE basal do epitélio duodenal com a do mesmo sendo

exposto a solugdes com diferentes niveis de pH.

Avaliar a persisténcia do dano causado pela acidez, apods retirado do

estimulo em um periodo mais prolongado (1 hora).

Analisar o efeito de solugdo acida em associagao com pepsina e TDCA, na

barreira epitelial duodenal, através da medida de RETE.
Avaliar o efeito do GUDCA em solucgao acida e neutra na RETE duodenal.

Verificar a agdo de agentes com efeitos topicos (Alginato, Goma do Angico,

Goma do Cajueiro e Sucralfato) na integridade duodenal.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Drogas, reagentes e outros materiais

« Acido Glicoursodeoxicélico (GUDCA) (Sigma®, Sao Paulo, Brasil).

« Acido Taurodeoxicélico (Sigma®, Sdo Paulo, Brasil)

+ Alginato (Lufta Gastro Pro)

+ Camara de Ussing (Mussler Scientific Instruments, Aachen, Germany)
* Fluorimetro Fluostar Optima (BMG labtech. Ontemberg, Germany)

* Lupa (Leica LED2500, Leica Microsystems)
* Goma do Angico (GA).
» Goma do Cajueiro (GC).

* Pepsina da mucosa gastrica porcina 250 unidades/mg de sdlido (Sigma
Aldrich).

* Quetamina (Vetnil — Vet Smart, Brasil)
* Solugdes de Krebs acidificadas (pH 1; pH 1.25; pH 1.5; pH 1.75; pH 2)
* Sucralfato / Sucrafilm ® (EMS Sigma Pharma Ltda)

* Xilazina (Konig®, Mairinque, Brasil)

4.2 Animais

Foram utilizados 96 camundongos Swiss machos (20 a 30g e com o N
significativo de 6 ou mais animais por grupo), provenientes do Biotério Setorial
do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do
Ceara — UFC. Os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas, em um
ambiente com temperatura e luminosidade controladas, em um ciclo de 12h

luz/12h escuro, com acesso a comida e agua ad libitum.

4.3 Aspectos éticos

Todos os tratamentos e procedimentos experimentais foram realizados
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de acordo com o guia de cuidado em uso de animais de laboratorio
do National Institutes of Heath (Bethesda, MD, USA) e esse projeto foi
aprovado pela Comissdo de Etica no uso de animais (CEUA) da Universidade
Federal do Ceara — UFC, sob protocolo n° 144405040421.

4.4 Disseccao duodenal

Os animais foram anestesiados por injecao intraperitoneal de uma
solugdo com Quetamina (100mg/Kg) + Xilazina (10mg/Kg) e eutanasiados por
exsanguinagao através de secgéo da aorta abdominal. Em seguida, realizou-se
a identificagdo do duodeno, disseccao e remocdo do mesmo que foi colocado
numa placa de Petri com solugéo de Krebs fria (NaCl 116,25mM + MgCl, 6H,0
1,2mM + NaHCO3; 25 mM + CaCl; 2H,O 1,25 mM + KH,PO4e 2H,O 2 mM +
Glicose 11 mM). A porcéo serosa rente a camada muscular foi removida e
assim, utilizando uma Lupa (Leica LED2500, Leica Microsystems) para a
identificacdo porgdes, se procedeu com a realizagao de cortes adequados para

analises de resisténcia na Camara de Ussing.

4.5 Resisténcia transepitelial (RETE)

Apos dissecada, a porcao duodenal foi imediatamente montada numa
Camara de Ussing (Mussler Scientific Instruments, Aachen, Germany)
adaptada, com a regidao da comissura anterior exatamente no orificio de
0.017cm2 do adaptador (figura 3). Todas as camaras de Ussing com os tecidos
foram preenchidas com 3.5ml de solucéo de Krebs (NaCl 116,25mM + MgCl,
6H,0 1,2mM + NaHCO3; 25 mM + CaCl; 2H,0 1,25 mM + KH;PO4e 2H,0 2
mM + Glicose 11 mM) com pH 7.4 para registrar a RETE basal, calculada de
acordo com a lei de Ohm através das alteragbes de voltagem induzidas por
pulsos de corrente bipolares de 50 pA, duracdo de 200 ms a cada 6 s, aplicada
através de fios de platina. Todos os experimentos foram realizados em circuitos
abertos.
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Figura 3 - Adaptador da camara de Ussing com o tecido posicionado exatamente no orificio de

0.017 cm2 (A) e camara fechada com o tecido posicionado (B).

Fonte: BORSARO, 2017.

Apds um periodo para equilibrio (cerca de 30 minutos) e registro da
RETE basal, a solugao do lado luminal da camara foi substituida por uma das
solugdes desafio. A RETE foi entdo continuamente gravada por 30 minutos de
exposicao e expressa em Qcm2. O efeito das diferentes solugdes teste se
expressou como alteragao percentual na RETE em 1, 10, 20 e 30 minutos de
exposi¢cao em relacdo a RETE imediatamente apds a colocagéo da solugao
desafio (TO).

4.6 Solugoes desafio

Na primeira etapa dos experimentos, a mucosa duodenal passou pelo
processo de estabilizagdo a 30 minutos e em seguida foi exposta por mais 30
minutos as seguintes solugbes desafio para analise dos parametros de dano

epitelial, para alteragao por meio da acao de pHs:
e Solugao de Krebs pH 7.4 (controle)

e Solucao de Krebs pH 2

e Solugao de Krebs pH 1.75

e Solugao de Krebs pH 1.5

e Solucgao de Krebs pH 1.25

e Solugao de Krebs pH 1

Apds analisados, escolheu-se o pH de 1.5, que reproduziu melhor
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queda de RETE (queda de aproximadamente 30% a 40%), para as analises
subsequentes. A fim de avaliar a persisténcia do dano causado pela solugao de
Krebs acida em um periodo mais prolongado se iniciou uma nova analise, onde
apo6s o tempo de RETE basal / estabilizacdo (30 minutos) e o de submissao a
solugao desafio de pH de 1.5 (30 minutos), se teve a exposi¢cdo novamente do
tecido duodenal a sua solugéo controle em pH 7.4 pelo periodo de 1 hora, a fim

de analisar se 0 dano seria permanente ou nao.

Em prosseguimento de fase de analise, a mucosa duodenal apds a
estabilizacdo (30 minutos) foi exposta ao pH de 1.5 com acréscimo de pepsina e

sais biliares por 30 minutos para analises de efeitos complementares.
e Krebs com pH 1,5 + pepsina (1 mg/ml)

e Krebs com pH 1,5 + TDCA (5 mM)

e Krebs com pH 1,5 + pepsina (1mg/ml) + TDCA (5 mM)

e Krebs com pH 7,4 + GUDCA (5 mM)

e Krebs com pH 1,5 + GUDCA (5 mM)

Posteriormente, escolheu-se o grupo que apresentou melhor estimulo
na mucosa duodenal, sendo a solugcdo de Krebs com pH 1.5, para realizar os
tratamentos. Apos o periodo de estabilizagdo (30 min), a Camara de Ussing foi
aberta e se administrou os tratamentos topicos no tecido duodenal (100 pl),
retirou-se o0 excesso com solugao Krebs 7.4, a camara foi montada novamente e

expoxta ao melhor estimulo para analisar a prevengao do dano.
e Melhor estimulo + Krebs

e Melhor estimulo + Alginato

e Melhor estimulo + Goma do Angico (concentragéo de 10%)
e Melhor estimulo + Goma do Cajueiro (concentragao de 10%)

e Melhor estimulo + Sucralfato

4.7 Extracao e Purificacdo da Goma do Cajueiro

A Goma do Cajueiro (GC) apresenta em sua composigdo apos ser
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purificada galactose (59.4%), glicose (6.4%), arabinose (5.3%), ramnose (2.4%),
manose (1%), e acido glicurénico (13.5%) que sao obtidos a partir do exsudato, a
GC bruta (PAULA, RODRIGUES, 1995). As amostras brutas de GC foram
coletadas pelo Nucleo de Pesquisa em Biodiversidade e Biotecnologia (BIOTEC),
em Parnaiba-Pl (Brasil), derivadas do tronco de arvores de caju nativas
(Anacardium occidentale L.), no municipio de llha Grande de Santa Isabel- PI
(Brasil) (Latitude, graus decimais S -2,8242; Longitude, graus decimais W-
41,7331). A arvore foi identificada e o espécime recebeu o comprovante de
numero 52, depositado no herbario HDELTA (Universidade Federal do Piaui,
Parnaiba-PI, Brasil). Foram selecionados e dissolvidos os nédulos do caule em
agua destilada a temperatura ambiente para dar origem a uma solugéo de 5%
(peso/volume). O pH da solugédo foi ajustado para aproximadamente 7.0 por
adicdo de NaOH. A solugao limpida foi sucessivamente filtrada e o polissacarideo
entéo precipitado com etanol (SILVA et al., 2009). A goma foi purificada como um
sal de sodio utilizando o método previamente descrito (DE PAULA; SANTANA,;
RODRIGUES, et al., 2001).

Figura 4 - Resina extraida do troco do cajueiro (A e B), Goma do Cajueiro apds purificacao (C) e
representacéo da estrutura quimica (D).

R=Edgalactose R=Ramnose
R=Glicose R=Acido Glicurénico
R=Arabnose R=0H

Fonte: NICOLAU, 2018.

4.8 Extracao e Purificacdo da Goma do Angico (GA) (Anadenanthera sp.)
A Goma do Angico (GA) apresenta em sua composicdo um

polissacarideo composto de 67,8% de arabinose, 24,1% de galactose, 2,0% de
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ramnose, 5,9% de acido glucurdnico e 5,8 % de proteina (SILVA; RODRIGUES;
PAULA, 1998). O exsudado foi obtido no Municipio de Simplicio Mendes-PI.
Utilizou-se para o isolamento 12g do exsudado bruto diluido em 100 ml de
agua Mili-Q durante 24 horas para solubilizagdo. Apds a solubilizagdo, 2g de
NaCl foi adicionado a solugdo em agitagdo. O pH foi ajustado para 7 se
utilizando NaOH. Para a precipitagdo da goma o conteudo foi adicionado em
um béquer contendo 30 ml de etanol, durante o periodo de 24h na geladeira. O
precipitado formado no fundo foi separado do liquido e lavado 2 vezes com
etanol para a remogéao de agua. O produto foi macerado e lavado novamente
com etanol e logo apds com acetona para a eliminagado de impurezas e agua.
O precipitado lavado foi seco e macerado em fluxo de ar quente frequente até a
obtencdo da goma com coloragdo bege claro. O rendimento foi pesado e a
goma reservada (SILVA; RODRIGUES; PAULA, 1998).

Figura 5 - Angico (Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. cebil (Griseb.) Altschul).




26

Fonte:arvores.brasil.nom.br/new/angicobranco/index.htm/naturezabela.com.br/2011/09/angico-
anadenanthera.html

4.9 Analise estatistica

Para analise dos dados e confecgdo dos graficos, se utilizou o software
Graphpad Prism 8. Inicialmente, se testando a normalidade dos dados (Shapiro
Wilk) para a escolha do teste a ser utilizado. Conforme a normalidade, se
utiizou o teste T ou Mann Whitney e ANOVA ou Kruskal Wallis. Nos
experimentos de resisténcia, One-way ANOVA e teste Tukey de multiplas
comparagdes se utilizaram quando ao comparar todos os grupos. Na analise
temporal de resisténcia, foram utilizados two-way ANOVA e teste Bonferroni.
Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M),

sendo considerado significativo valores de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Efeito de diferentes solucdes acidas sobre a queda da RETE no
epitélio duodenal

Na figura 6, nota-se uma reducdo temporal da RETE duodenal de
camundongos quando submetidos a diferentes solu¢des &cidas no lado luminal
em comparacdo ao tecido exposto ao pH 7,4 (figura 6a). Essas analises
evidenciaram que a RETE da primeira por¢do duodenal quando exposta ao pH
2 (67,64+7,61), pH 1.75 (60,96+6,37), pH 1.5 (59,28+3,19 ), pH 1.25
(37,65+5,22) e pH 1 (26,73£2,91) no tempo de 30 minutos (figura 6b) foi
significativamente (p<0,05) menor quando comparados ao pH 7.4 (90,80+1,70).

Figura 6 - Andlise de variacdo de resisténcia elétrica transepitelial do duodeno apés desafio
com solugdes acidas.
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Fonte: autor da pesquisa

Acéo de pHs sobre a RETE duodenal nos tempos de 10, 20 e 30 minutos. Os valores de RETE
sdo expressos como média + erro padrdo da média. n = >6. *p<0.05
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5.2 Avaliacao de reestabelecimento da RETE do duodeno por 1h em pH
7.4 posterior aos 30 min de exposicéo a solucao desafio

A RETE em duodeno de camundongos apresentou queda significativa
de 30 a 40% quando exposta ao pH 1.5 durante o periodo de 30 minutos, como
visto anteriormente. De forma surpreendente, observou-se que apos a
substituicdo da solucdo de Krebs em pH 1.5 por pH 7.4 durante 1 hora houve
aumento no percentual de RETE (figura 7a), como visto apds 90 minutos de
exposicao (pH 7.4: 81,35 + 6,54 vs pH 1.5: 106,07 * 6,36; p<0,05) (figura 7b).

Figura 7 - Analise de dano a resisténcia elétrica transepitelial posterior aos 30 minutos.
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Fonte: autor da pesquisa

Analise do tecido duodenal ap6s ter passado pela exposicdo de 30 minutos a solugdo desafio

em pH 1.5, deixando-o em solucdo controle de pH 7.4 pelo periodo de uma hora. Os valores

sdo expressos como média + erro padrdo da média. n =>6.
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5.3 Efeitos da pepsina e TDCA em associacao a solucéo acida

Como observado anteriormente, houve uma queda na RETE duodenal
na presenca da solucdo em pH 1.5 ao comparar com pH de 7.4 e se manteve
inalterado quando se adicionou TDCA (49,40 + 5,10), pepsina (55,76 = 8,12) e
TDCA adjunto a pepsina (52,23 £+ 7,20 ) quando comparada com a queda em
solucdo de pH 1.5 (figura 8a) apos 30 minutos de exposi¢do a solucdo &cida
(figura 8b).

Figura 8 - Efeito da pepsina e TDCA na resisténcia elétrica transepitelial duodenal em solucao
de pH 1,5.
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Fonte: autor da pesquisa.

Percentual da RETE inicial em resposta a exposicao duodenal a solu¢des contendo pepsina
(pep) Img/mL, TDCA (5mM) ou pepsina + TDCA em pH 1.5. *p<0.05 vs. controle (pH1.5)
(One-way ANOVA e teste Tukey). Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da

média. n => 6.
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5.4 Efeito do GUDCA na RETE duodenal e em juncéo a solucéo acida

Conforme observado na figura 9a, a adicdo de GUDCA néao alterou a
gueda de RETE duodenal quando exposta a solucédo de pH 1.5 (57,06 + 6,04)
quando comparado a solucdo de pH 7.4 (93,36 = 2,70). Além disso, em
presenca de GUDCA em solucdo de pH 7.4 a RETE néo difere da solucéo
onde o sal biliar esta ausente (pH 7.4 vs pH 7.4 com GUDCA) (figura 9b).

Figura 9 — Efeito do GUDCA na resisténcia elétrica transepitelial duodenal em solugcéo de pH
7.4e15.
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Fonte: autor da pesquisa.
Percentual da RETE inicial em resposta a exposi¢cdo duodenal a solu¢cdes contendo GUDCA
(5mM) em pH 1.5 e GUDCA (5mM) em pH 7.4. *p<0.05 vs. controle (pH1,5) (One-way ANOVA

e teste Tukey). Os valores s@o expressos como média + erro padrdo da média. n = > 6.
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5.5 Efeitos dos compostos tépicos na diminuicdo da RETE duodenal
exposta a solucdo de pH 1.5

O tratamento tépico com as gomas GC (62,16 + 2,47), GA (55,80 %
4,76) e os farmacos alginato (59,23 £ 3,02) e sucralfato (59,14 + 1,48) néo
reverteram a queda causada pela exposi¢cdo a solugdo acida com pH 1.5 ao

longo do tempo (figura 10a), como se pode observar apés 30 minutos (figura
10b).

Figura 10 - Efeito da Goma do Cajueiro, Goma do Angico e farmacos na resisténcia elétrica
transepitelial do duodedo exposto a solucdo de pH 1.5 por 30 minutos.
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gueda de RETE da mucosa duodenal exposta a solugdo de acida (pH1.5). Os valores sao
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6. DISCUSSAO

A DF por mais que associada a multiplos fatores, sua etiologia ndo se
encontra bem esclarecida e, consequentemente, seus tratamentos sao
limitados. No presente estudo, demonstrou-se por meio da exposi¢ao in vitro do
duodeno de camundongos, que o epitélio duodenal apresenta um dano
crescente a medida que se aumenta a acidez das solu¢cdes em contato com o
tecido e que esse agente provocador de diminuicdo de RETE n&o ocasiona um
dano permanente, ja que quando retirada a solucéo acida e ao expor o tecido a
uma solugcdo de pH fisiolégico (7.4), a RETE consegue se restaurar. Viu-se
também que, tanto isolados como em juncdo, o sal biliar TDCA e a pepsina
adicionados a solucdo &cida néo apresentaram aumento dos danos a
integridade, como também o sal biliar GUDCA né&o preveniu a queda da RETE
duodenal. E por fim, observou-se que os bioprotetores tépicos foram incapazes
de prevenir a queda da RETE ocasionada pela solu¢cdo &cida na mucosa

duodenal.

Foi observado pelo presente estudo que a partir da exposicdo do
epitélio duodenal a diferentes niveis de solugbes &cidas, ocasionou-se
diminuicdo na RETE de modo dependente da intensidade do aumento da
acidez aplicadas as solucbes. Esses achados néo diferem do evidenciado na
literatura, poréem o mecanismo de sensibilidade a acidez ainda € desconhecido.
Contudo, inumeros estudos utilizando a acidez como agente lesivo ja
evidenciam o seu efeito sob a mucosa duodenal ocasionando diversos danos,
tanto em dispépticos como saudaveis, onde pacientes dispépticos apresentam
reacdo duodenal alterada a acidez com tempo de exposi¢cdo aumentada no
periodo poés-prandial, o que caracteriza agravamento dos sintomas
(VANUYTSEL et al.,, 2010). Com base nisso, estudos in vitro mostram que
biépsias de pacientes dispépticos possuem a RETE da mucosa duodenal
significativamente menor do que individuos saudaveis (BEECKMANS et al.,
2020) e evidenciam que, mesmo quando integras, biopsias de pacientes
saudaveis apos perfusdes de solucdes acidas resultam em uma RETE mais
baixa (cerca de 79%) (VANHEEL et al., 2020).

Ao se evidenciar a sensibilidade da RETE do epitélio duodenal a

acidez, buscou-se compreender no presente estudo se o dano existente era
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permanente, em que ndo foi observado prosseguimento dessa alteracdo apos
retirada do estimulo de solucéo &cida ao analisar a RETE duodenal durante o
periodo de 1 hora. Com base nisso, até entdo inexistia na literatura evidéncias
se 0 dano ocorrido por uma exposi¢cdo a uma hiperacidez por periodos mais
extensos se tornava permanente. Nesse ensaio, o epitélio duodenal foi exposto
a uma solucdo de pH superéacido (1,5) por um periodo de 30 minutos, sendo
mais prolongado do que ele fisiologicamente lida ao receber o quimo advindo
do estbmago. No duodeno ha fatores monitorados continuamente, que
desencadeiam reflexos inibidores enterogastricos, sendo a acidez do quimo um
dos principais. Esses reflexos inibidores enterogéstricos, por serem sensiveis a
presenca de irritantes e acidos, se ativam em tempos inferiores a 30 segundos
neutralizando rapidamente o conteudo &cido vindo do estébmago. Quando
ocorre a queda do pH do quimo para menos de 4 a 3.5, os reflexos bloqueiam
inclusive a transferéncia adicional de conteudos gastricos acidos para o
duodeno, até esse quimo ser neutralizado por meio das secrecdes
pancreaticas e duodenais (GUYTON; HALL, 2017). Ja nessa pesquisa 0
periodo analisado no presente estudo foi de uma exposicdo bem mais
prolongada do que o duodeno lida fisiologicamente, mas mesmo assim nao foi
afetado.

Em estudos experimentais in vitro, envolvendo andlise de exposicdes
constantes e prolongadas ao HCI (10mM/pH 2) em células da mucosa gastrica
integra, mostraram que durante essa submissédo o pH intracelular fisiol6gico &
mantido por meio da acdo tampdo de bicarbonato seroso, que assim se
transporta para a superficie epitelial impedindo entradas de hidrogénios
presentes no limen do epitélio da mucosa. Dessa forma, o bicarbonato em
associacdo com a camada de gel do muco pré-epitelial aderente se mostram
suficientes para manter o pH intracelular fisiolégico (KIVILUOTO et al., 1990).
Ja em um estudo posterior, também com a finalidade de entender esse
mecanismo de resisténcia da mucosa gastrica e duodenal, analisou-se a acéo
de transportadores de ions e fator de crescimento epidérmico (FCE), onde foi
exposto que o FCE ocasiona aumento de células epiteliais gastricas como
forma de defesa contra acidose intracelular no acido luminal e que essa adicao

serosa de FCE aumenta concentracdo de calcio intracelular. Durante a
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exposicdo ao &cido luminal nas células epiteliais, evidenciou-se que ao ser
inibido o regulador de pH intracelular dominante, o mecanismo dependente de
regulacdo do pH ainda seguiu funcionando. Mostrando que além do
cotransportador Na+/HCO3-, existe também outro mecanismo de defesa
dependente de bicarbonato ainda indefinido que pode estar envolvido no
processo de suporte ao dano pela acidez (NYLANDER-KOSKI, 2006).
Mecanismos esses que podem vir a estarem envolvidos no processo de

superacao a exposicao acida encontrado no presente estudo.

Com intuito de compreender se o efeito do dano na barreira duodenal
poderia ser envolvido com outros fatores além da acidez, jA que a funcédo de
barreira prejudicada de acordo com a literatura € influenciada por fatores como
a pepsina e os sais biliares. No presente estudo, se analisou o efeito de um
potencial dano decorrente da exposicdo da mucosa duodenal a uma solucao
hiperacida (pH 1,5) adicionada de pepsina (1mg/ml), e assim, observou-se que
a pepsina nao alterou a resisténcia duodenal. No que concerne a funcao dessa
protease &cida, evidéncias relatam que a pepsina pode ser transportada para
dentro da célula, onde h& estruturas com pH acido, podendo causar danos
intracelulares mesmo que o meio luminal contenha apenas pepsina inativa
(JOHNSTON, et al., 2007b; BORSARO, 2017). A auséncia de resultados pode
ser justificada pelo fato de que essa pode vir a ndo ser um fator envolvido na

lesdo a mucosa.

Os dados obtidos na analise da associacao entre a solucéo hiperacida
e TDCA, relacionado ao dano na mucosa duodenal, denotaram auséncia de
agravamento na diminuicdo da RETE duodenal, ja que a queda encontrada foi
a mesma de quando a solucdo estava somente em meio acido. A auséncia de
resultados n&o exclui a possibilidade de o TDCA ser um causador ou agravante
de dano ao epitélio, tendo em vista que esse é um subproduto do DCA (acido
desoxicolico), decorrente da associacdo com taurina e se trata de um sal
hidrofébico. Nesse sentido, os sais biliares sdo citados por possuirem sua
toxicidade associada a sua hidrofobicidade (ESTEVES et al., 2015) e, de
acordo com a literatura, essa caracteristica influencia na capacidade dos sais
biliares de induzir dano a barreira do intestino delgado e aumentar a
permeabilidade do intestino (BEECKMANS et al., 2020). Por ser o DCA um
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acido biliar hidrofébico, a literatura evidencia sua atividade atrelada a efeitos
apoptéticos nas membranas plasmaticas celulares, como: fluidizacdo de
bicamadas, reducao da rigidez de membranas, flexdo de bicamadas, ruptura de

monocamadas e danos a membrana (ESTEVES et al., 2015).

Com intuito de compreender os niveis de sais biliares existentes no
contetdo duodenal em pacientes com DF, estudos clinicos evidenciaram em
dispépticos concentracdodiminuidas de sais biliares durante o jejum,
sugerindo-se que, em decorréncia dos estimulos inflamatérios, ocorre um
aumento de bactérias que sdo responsaveis pela metabolizacdo do sal biliar.
Porém por mais que diminuidos os sais biliares totais, constatou-se uma
reducdo em especifico das concentracfes dos sais biliares primarios e um
aumento dos sais secundarios. Sendo os primarios mais hidrofilicos, evidencia-
se que essa desregulacao deixa implicado que a natureza hidrofébica do pool
de sais secundarios esta ligada a condicbes patoldgicas. Em vista disso,
encontrou-se também expressdo aumentada de receptores de vitamina D
(VDR), sendo quatro vezes mais expressos em dispépticos do que em
saudaveis. O VDR é responsavel pela regulacdo do metabolismo e sintese de
sais biliares, estando envolvido na acdo de sais biliares secundarios,
protegendo o TGI da toxicidade dos sais e preservando a homeostase da
barreira da mucosa (NYLANDER et al., 1994). O que destaca a presenca dos

sais biliares hidrofébicos no desenvolver e agravamento da DF.

Outros estudos ainda iniciantes encontraram registros de correlacéo
positiva entre os sais biliares secundarios e passagem paracelular, ocorrendo
durante o pico de sal biliar em individuos dispépticos alimentados
(BEECKMANS, 2020). Em outra analise, observando a quantidade de sais
presentes como causas provaveis de defeitos de barreira, mostraram que as
concentracbes dessas substancias foram semelhantes em dispépticos e
saudaveis, mas que as propor¢des entre hidrofilicos e hidrofébicos se alteram
(VANHEEL, 2008). Dessa forma, essa presente pesquisa se trata de um estudo
in vitro onde néo havia estimulos patolégicos ou mecanismos compensatorios
para gerar o processo de desregulacéo entre sais, como ocorre in vivo, e assim

como também se analisou o epitélio de camundongos saudaveis, com uma
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arquitetura epitelial saudavel e ndo sensibilizada por conta de uma patologia
preexistente, o que pode vir a se justificar a auséncia de efeitos do TDCA.

Pode-se hipotetizar que o TDCA possa vir a ser um elemento envolvido
na diminuicdo da RETE quando o tecido ja vem sendo prejudicado por outros
mecanismos, como alteracbes nos receptores, como exemplo o VDR, e nas
vias sinalizacdo de sais biliares que podem desemprenhar um papel crucial no
desenvolver ou agravamento da DF (VANHEEL, 2008), ndo sendo esses
mecanismos envolvidos no desenvolver do estudo, mas alvos necessarios para

estudos posteriores.

As analises obtidas ao se pesquisar o efeito entre a associacdo da
solucéo superacida com TDCA e pepsina, também ndo apresentaram efeitos
da potencializacdo da queda de RETE além da ja evidenciada pela solucéo
acida como causadora. O que pode ser explicado pela auséncia de estimulos
fisiologicos citados que influenciam nas acdes agressoras realizadas por essas
substancias (JOHNSTON, et al., 2007b; BORSARO, 2017; ESTEVES et al.,
2015).

Quando adicionado o sal biliar GUDCA em meio a solucéo acidificada,
observou-se a mesma ocorréncia de queda de RETE que aconteceu sob efeito
da aplicacdo da solucdo acida de maneira isolada, sendo ndo encontrado um
efeito protetor de resisténcia e ndo havendo efeito sob pH controle (7,4). O
GUDCA é um subproduto do UDCA (acido ursodeoxicolico), que se trata de um
sal biliar que apresenta caracteristicas divergentes do TDCA. Dados mostram
que o UDCA tem como metabdlito primario o LCA (&acido litocdlico), um potente
inibidor de respostas inflamatoérias intestinais. Sendo hidrofilico, o UDCA
apresenta efeitos anti-apoptoticos, anti-inflamatorios, terapéuticos, protetor
contra toxicidade de citocinas e contra sais biliares citotoxicos (ESTEVES et al.,
2015).

Na literatura se sugeriu que o UDCA e seus conjugados desempenham
um papel na manutencao da integridade da barreira intestinal. Por conseguinte,
um estudo in vitro analisou o efeito da administracdo do GUDCA sob a RETE

de pacientes com DF, onde foi visto que o GUDCA aboliu as diferencas na
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resisténcia da mucosa e na translocacdo bacteriana entre dispépticos e
saudaveis (BEECKMANS, 2020). Inumeros efeitos benéficos do UDCA séo
apresentados pelo fato de que foram analisados principalmente em modelos de
doenca organica, onde o UDCA foi associado ao reparo epitelial. Efeitos esses
gastroprotetores ndo encontrados pelo presente estudo. A literatura retifica um
estado marcadamente diferente do que se observa em um epitélio saudavel ou
dispéptico, portanto, neste contexto, as acdes da UDCA podem diferir
(GOLDEN et al., 2018). Valendo ressaltar que dados justificam a forma em que
0 UDCA pode afetar os tecidos diferencialmente, como em casos de DF, pela
apresentacdo de um efeito de platd ou alteracBes nos receptores de acidos
biliares (BEECKMANS et al., 2020; KEELY, TALLEY, 2020).

Na DF, um dos fatores incluidos para melhoria dos sintomas séo as
mudancas nos habitos de vida (dieta nutricional direcionada e descontinuagao
de agentes agressores) em associacdo com medicamentos que causam
supressdo ou neutralizacdo do acido produzido pelo estbmago, que assim
promovem alivio dos sintomas (VANDENBERGHE, 2020). A utilizacdo desses
farmacos possui certa limitacdo, no sentido de que os antiacidos sdo de acao
rapida, necessitando muitas vezes de uso frequente e podendo se tornar

ineficaz pelo desenvolvimento de tolerancia ao uso (KAUNITZ, AKIBA, 2007).

Assim, com énfase nas terapias medicamentosas, o presente estudo
se propbs a investigar o efeito bioprotetor das gomas GA e GC, nas
concentragbes de 10%, e também comparar ao analisar a capacidade de
protecdo topica dos farmacos ja utilizados como terapia de primeira linha,
Alginato e Sucralfato, aplicados topicamente na mucosa duodenal de
camundongos. Em todos os compostos analisados, foi-se observado ineficacia
na protecdo do epitélio duodenal. Constantemente utilizados atrelados ao
tratamento da DF, os farmacos alginato e sucralfato possuem como principais
caracteristicas a neutralizacdo de acido estomacal, estimulagcado da secrecao de
bicarbonato e formacdo de barreira (KWIATEK et al., 2011; SZABO,
HOLLANDER, 1989).

A literatura demonstrou que o alginato, em 6&rgados adjacentes,

apresentou efeito topico protetor in vitro de biopsias expostas a solugao acida
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(pH 2.0) em adigdo de pepsina e sais biliares (WOODLAND et al., 2013;
WOODLAND et al., 2015). Entretanto, ndo se demonstrou efeito topico do
alginato quando em pHs hiperacidos (pH 1.0), podendo assim justificar a sua

auséncia de efeito, ja que o pH analisado foi de 1,5.

Ja o sucralfato, trata-se de um complexo de sulfato de aluminio e
sacarose que demonstrou efeito de ligagdo a mucosa do eséfago,
particularmente em areas ulceradas (aderindo proteinas carregadas
positivamente na base da ulcera). Pesquisas relatam inumeras respostas
positivas do sucralfato a afecgdes do TGI, como protegendo contra a posterior
difusdo de acidos estomacais, pepsina e acidos biliares (SZABO, 1991); em
experimentos onde o sucralfato mostrou diminuir a atividade da pepsina in vivo,
em ratos, humanos e na célula de difusdo, protegendo o epitélio de atividade
péptica por mais de 3 horas; e em experimentos in vitro, onde o sucralfato
demonstrou adsorver os sais biliares e diminuir difusdo acida, com
propriedades tampado de acidez. No entanto, o sucralfato € minimamente
antiacido, o que justifica sua ineficiéncia ao agir prevenindo o dano de um pH
superacido (BROGDEN et al., 1984).

O grupo de pesquisa do Laboratério de Estudos em Fisiofarmacologia
Gastrointestinal (LEFFAG), em busca por novos agentes terapéuticos, tem
mostrado resultados positivos no uso de produtos naturais em patologias que
acometem o TGl. Com base em estudos ja realizados, a GC demonstrou
efeitos positivos como: prevencido da queda de RETE quando aplicada a 5%
em biopsias esofagicas desafiadas com solu¢des acidificadas, associado a
pepsina e TDCA ( DE LIMA et al., 2016); preveniu queda de RETE e aumento
de permeabilidade em laringes de camundongos submetidas a solucdes
fracamente acidas com acidos biliares presentes (BORSARO, 2017); e
demonstrou potencial efeito protetor em esbéfago contra exposicdo a
componentes de refluxato em modelo experimental e também pré-clinico
testando GC (5% e 10%) (NICOLAU, 2018); O biopolimero da GA evidenciou
também resultados otimistas em 6rgaos adjacentes como: potencial protetor na
mucosa laringea e esofagica de camundongos (CARMO NETO, 2020) e efeito
protetor topico in vitro de biopsias de pacientes de DRGE erosiva e nao
erosiva, quando submetidas a conteudo acido de pH 2,0 contendo pepsina e
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TDCA (BINGANA, 2020). Porém, no presente estudo esse efeito ndo foi obtido.

InUmeros sado os aspectos que podem estar envolvidos na falta de
obtencao de resultados semelhantes aos encontrados em outros 6rgaos onde
se foi analisado a capacidade de protecao epitelial dos produtos naturais
estudados em nosso grupo de pesquisa. Porém, como visto anteriormente, o
duodeno possui em sua composi¢cao inumeras ceélulas que sao responsaveis
por secretar glicoproteinas que lubrificam e umidificam a superficie da mucosa
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013), o que assim se hipotetiza que possa ter

dificultado no processo de bioadesividade dos produtos naturais analisados.

Diante disso, o presente estudo apresenta limitagées no sentido de que
se trata de um modelo in vitro, onde os resultados podem diferir devido
diferentes tipos de tecido (in vitro vs. in vivo), por se limitar a uma analise
somente de epitélio duodenal de camundongos saudaveis, inexistindo um
parametro patolégico para se tomar como base e ndo podendo também
descartar um efeito idnico-dependente por meio da passagem analisada na
RETE a medida em que ocorre a troca de solugdes submetidas ao epitélio

duodenal.

Com base nos tratamentos encontrados atualmente, escassos sédo os
farmacos que venham a ser direcionados para intervir na barreira duodenal, a
fim de promover protegcao contra a exposicdo da acidez aumentada. Sendo a
protecao do epitélio do duodeno de suma importancia, no sentido de que ao ser
protegida, pode vir a ser preservada a integridade da mucosa e até mesmo
ocorrer a diminuicdo da manifestacdo dos sintomas em dispépticos. Dessa
forma, faz-se necessario estudar substancias com propriedades bioadesivas

como opgao terapéutica para o tratamento da DF.
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7. CONCLUSAO

Dado pelo exposto, é visto que ha uma correlacdo dependente entre o
aumento da acidez e a queda da integridade duodenal, mas que esse dano néo
€ permanente quando exposto de forma prolongada, mesmo com a adicdo de
TDCA e pepsina em juncdo a solucao acida, assim como também nao houve
promocdo de melhorias ha RETE ao se adicionar o GUDCA e ao se utilizar os
biopolimeros tépicos como tratamento, GA e GC. Portanto sendo necessarios
estudos acerca de esclarecer a via da acidez nos danos relacionado ao epitélio
duodenal e assim buscar por novos tratamentos direcionados para afeccoes
duodenais relacionadas a DF.



41

Figura 11 - Modelo hipotético com base nos achados do estudo.
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